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The  acquired  enamel  pellicle  (AEP)  is  a multi‐protein  film  attached  to  the  surface of  teeth, which 
functions  to  lubricate  the  dental  surface,  form  an  anti‐erosive  barrier  and  exhibits  antimicrobial 
properties.  The  initiation of AEP  formation occurs within  seconds of  exposure  to  saliva,  a biofluid 
rich  in protein species. While  there have been many publications on  the  formation of human AEP 
there  is  little  research  on  the  composition  of  canine  AEP  during  its  acquisition.  The  aim  of  these 
studies was to explore the composition of canine AEP formation, utilising hydroxyapatite (HA) discs 
as  a  tooth  substitute matrix,  over  time. Qualitative  and  quantitative  proteomics  techniques  using 
TMT  labelled  peptides  and  LC‐MS/MS  were  used  to  follow  the  formation  of  canine  AEP  on 
hydroxyapatite discs over the course of an hour. Proteins adsorbed to the HA surface included highly 
abundant  proteins  in  canine  saliva,  antimicrobial  proteins,  protease  inhibitors  and  the  buffering 






The  acquired  enamel  pellicle  (AEP)  is  a  thin  acellular  film  of  proteins  or  glycoproteins  selectively 
absorbed to the surface of the teeth after exposure to saliva. The AEP has a number of functions: it 
is  utilized  by  microbes  in  the  oral  cavity  to  colonize  the  tooth  surface  through  protein‐protein 
interactions  and  carbohydrate  binding;  it  acts  as  a  semi‐permeable  barrier  regulating 
demineralization‐mineralization processes at the tooth surface;  it can prevent abrasion by working 
as  a  lubricative  film.  The  proteins may be present  as  intact  proteins  or modified/cleaved  forms  1. 
Many  techniques have been employed  to  identify  and explore  the  protein  composition of  human 
AEP:  these  range  from amino acid profiling  in  vitro2  and  in  vivo3;  to  structural  studies by electron 
microscopy4  and  atomic  force  microscopy1.  It  is  important  to  understand  the  acquisition  of  the 
canine AEP because of  its  role  in plaque accumulation and associated conditions of  the oral cavity 
such as periodontal disease. Understanding of  the  strata on which  the bacteria adhere  is  vital  for 
improving dental health for companion animals. 
The AEP  forms a  critical  layer between  the mineral hydroxyapatite  (HA) of  the  teeth and  the oral 
biofilm. HA discs are often used to simulate the tooth surface on which the AEP can form. This allows 
for  consistency  in  experimental  protocols.  Proteins will  bind  to  both  the  negative  phosphate  and 
positive  calcium  sites  on  the  HA  surface.  In  human  saliva,  several  phosphorylated  and  negatively 
charged saliva proteins, such as statherin, histatin 1 and acidic proline rich proteins (PRPs), bind the 
positive sites in HA and are considered pellicle precursor proteins5. Other proteins such as epithelial 
derived  elongation  factor  and myosin  9  bind  negative  phosphate  sites.  After  these  initial  surface 
sites are filled protein‐protein interactions play a key role in formation of subsequent layers of AEP.  
Proteomic  techniques  have  been  used  to  identify  proteins  in  human  AEP.  Initial  efforts  using  2‐
dimensional gel electrophoresis6, examining AEP on HA discs,  identified 200 spots but not all were 
sequenced.  Subsequent  efforts  utilising  Liquid‐Chromatography  Mass  Spectrometry  (LC‐MS) 
techniques7, found 130 proteins, with 89 present across multiple experiments. Fourteen percent of 





vivo.  Studies  suggest  that  temporally  AEP  has  high  intra‐  and  inter‐individual  reproducibility  in 
humans8.  Samples  of  AEP  can  be  taken  from  volunteers  at  given  time  points  following  a  dental 
prophylaxis.  Lee et  al.  20139  examined 7  adult  volunteers  at  5 minutes,  10minutes,  1  hour  and  2 
hours after prophylaxis and demonstrated that approximately 30% of the proteins were calcium or 
phosphate  binding  with  the  majority  of  the  remainder  displaying  protein‐protein  interaction 
properties. The variation  in the presence of 8 proteins  in the  in vivo AEP time course samples was 
reported9   and suggests considerable variation per protein and per time point, with some proteins 











were  owned  by  WALTHAM  and  were  housed  at  WALTHAM  in  kennels  that  exceeded  the 
requirements  of  the  Animal  (Scientific  Procedures)  Act  1986  Code  of  Practice.  Animals  received 
tooth brushing weekly using an adult size medium bristled tooth brush and water, brushing buccal 
surfaces  of  all  teeth.  An  oral  health  examination was  carried  out  prior  to  the  start  of  the  trial  to 
ensure all dogs had clinically healthy mouths.  Biannual clinical examinations were routinely carried 
out by a veterinarian to ensure the population had no more than mild gingivitis or no sign of gingival 






















FA  for 5 mins,  for a  total of  three  times,  in a water bath  sonicatorc.  For each  sonication,  the 80% 
ACN,  0.1%  FA  was  aspirated  from  the  discs  and  replaced.  The  aspirated  eluents  were  pooled 
together for each disc and concentrated to 10 µL in a vacuum centrifuged. Samples were then diluted 





Using  the  Pierce  BCA  protein  assay  kite,  10  µL  of  the  BSA  standards  (0.025  to  2 mg/mL)  and  the 
unknown  saliva  samples  were  dispensed  into  a  96  well  microplate.  BCA  reagent  was  made  up 
according to the manufacturer’s instructions and 200 µL was dispersed to each well containing the 





Samples were reduced with  tris(2‐carboxyethyl)phosphine hydrochloride  (TCEP) at 55°C  for 1 hour 












nL/min.  The  column was  then washed with  90 % mobile  phase B  before  re‐equilibrating  at  3.2 % 
mobile phase B. The column oven was heated to 35°C. The high performance liquid chromatography 
systemh  (LC) system was coupled to an orbitrap mass spectrometeri which infused …. 
Proteomic  analysis:  The  mass  spectrometer  performed  a  full  FT‐MS  scan  (m/z  380−1800)  and 
subsequent  CID  MS/MS  scans  of  the  7  most  abundant  ions  above  an  absolute  signal  intensity 
threshold of 5000 counts. Full scan mass spectra were recorded at a resolution of 60,000 at m/z 400 
and  ACG  target  of  1×106  (maximum  injection  time  1  s).  Precursor  ions  were  fragmented  in  CID 
MS/MS with a normalized collision energy of 35% and an activation Q of 0.25. ACG target  for CID 
MS/MS was  1x105  (maximum  injection  time 50 ms).  The width of  the precursor  isolation window 
was  2  m/z  and  only  multiply‐charged  precursor  ions  were  selected  for  MS/MS.  Spectra  were 
acquired for 56 mins. Data are reported as peptide spectral matches (PSMs) 
Quantitative  analysis:  A  full  FT‐MS  scan  (m/z  380‐1800)  was  performed  with  subsequent  HCD 
MS/MS  scans  of  the  7  most  abundant  ions  that  passed  a  minimum  signal  requirement  of  5000 
counts.  The  full  FT‐MS  scans  were  recorded  at  120,000  resolution  and  ACG  target  of  1×106 
(maximum  injection  time  1  s).  Precursor  ions were  fragmented  in HCD MS/MS with  a  normalized 
collision  energy  of  38%  and  an  activation  time  of  0.1.  ACG  target  for  HCD  MS/MS  was  1x105 
(maximum injection time 50 ms). The width of the precursor isolation window was 2 m/z and only 
multiply‐charged precursor  ions were selected for MS/MS. FT  first mass value was reduced to 120 








added  as  variable  modifications  to  the  searches.  Search  results  were  filtered  with  a  1%  false 
discovery  rate.  Quantitative  analysis  was  performedk  by  means  of  the  same  fixed  and  variable 
modifications  as  in  the  qualitative  analysis.  Relative  abundance  was  considered  significant  if  a 
minimum  of  2‐fold  increase  or  decrease  was  demonstrated.  Subsequent  clustering  and  gene 
ontology analysis were performedl. For cluster analysis data were log 2 transformed and visualised 
using  Euclidean  distance  and  average  linkage.  Nipals  PCA  was  used  for  missing  value  estimation 
(shown  in white). Where gene  IDs were unavailable BLAST  searches were employed  to determine 
the putative protein identification in the human proteome.    
Results 
Initial  experiments  sought  to  identify  proteins  in  the  AEP  after  incubation  of  HA  discs  in  pooled 
canine saliva for 1 hour. Ninety‐six proteins were identified with at  least 2 peptides in at  least one 
experiment  (Table  1).  Thirty‐four  proteins  were  identified  in  all  five  experiments,  which  likely 
indicate  the  most  abundant  proteins  in  canine  AEP  at  1hour.  This  level  of  overlap  between 
experiments is expected in qualitative experiment. By comparison with Lee et al9 it was possible to 
suggest that 11% of the proteins detected may bind calcium, 3% may bind phosphate and 39% may 
have  protein‐protein  interaction  partners.  Comparison  of  the  proteins  listed  in  table  1  with  the 
International Molecular Exchange (IMEx) Database for protein‐protein interactions12 estimated 80% 
of  the  proteins  detected  may  have  protein‐protein  interaction  partners.  With  either  estimate  of 
protein‐protein  interaction,  it  is  implied  that  there  could be many proteins brought  to  the pellicle 
without  direct  interaction  with  the  surface.  The  five  proteins  identified  with  the  most  peptide 
spectral  matches  were Mucin  19  (MUC19),  Fc  fragment  of  IgG  binding  protein  (FCGBP),  BPI  fold 
containing  family  A  member  2  (BPIFA2),  BPI  fold  containing  family  B  member  1  (BPIFB1)  and 
carbonic  anhydrase  6  (CA6).  FCGBP,  BPIFA2  and  BPIFB1 may  all  demonstrate  antimicrobial  action 
either by binding antibodies or by providing antimicrobial peptides.  
Next, protein adsorption to HA discs over a 1‐hour time course was assessed using quantitative mass 
spectrometry  methods.  Proteins  bound  to  the  HA  discs  were  eluted  at  several  time‐points  and 
subsequently  digested.  The  proteomic  profiles  of  the  AEP  were  compared  and  demonstrated 
changes that occur to the pellicle over time (Table 2, figure 1).  
In order to determine whether proteins shared similarities in adsorption patterns based on changes 




proteins of  salivary origin, which are  known  to be highly abundant. Cluster  2  contains proteins of 
cellular, salivary and plasma origins.  By the end of the hour of pellicle formation both cluster 1 and 
cluster 2 proteins appear to be of a similar quantity relative to the start. Cluster 3  is composed of 
four  proteins,  all  of which  are  keratins.  The  source  of  these  proteins  is  likely  to  be  from  the  oral 
cavity itself.   
Discussion 
Here  we  have  demonstrated  that  we  can  analyse  AEP  proteins  from  canine  saliva  by  mass 
spectrometry using qualitative and quantitative methods. The temporal experiments show that the 
AEP  forms extremely  rapidly and  is  stable over an hour. Our data demonstrates  the  initial binding 
occurring  within  a  few  seconds  and  the  equilibration  of  protein  adsorption  after  30  mins.  This 
pattern mimics what  is  reported about the two phases that occur  in pellicle  formation  in humans: 
the  initial phase and  secondary phase.  In  the  initial phase precursor proteins adhere  to  the  tooth 
enamel within seconds of exposure to saliva13. This is followed by the secondary phase between 30 
to 90 mins after saliva exposure in which protein aggregates bind and a plateau is reached in pellicle 
formation14.  This  could  be  explained  by  the  Vroman  effect15  whereby  the  most  mobile  proteins 
arrive at a surface first but these are later replaced by less mobile proteins that have higher affinity 





The  data  presented  here  has  some  similarities  with  that  published  whereby  the  authors 
demonstrate  different  patterns  of  protein  adsorption  across  a  2  hour  in  vivo  experiment.9  Our 
experiments are different due to  the earlier  time points used which give more  focus on the  initial 




nonetheless  we  show  data  for  Mucins  7  and  19,  lactoperoxidase  and  lysozyme.  In  contrast, 
proteomic analysis of human saliva readily finds histatins and statherin, however, it was not possible 
to find these proteins in our canine AEP data set although they are reported by Lee et al. 2013 to be 




of  abundance  in  the  canine  saliva  proteome  and  the  canine  AEP  shows  that  the  top  15  proteins 
found in the saliva dataset are found in five qualitative replicates present here. BPI fold containing 
proteins,  BPIFA2  and  BPIFB1,  MUC19,  Fc  fragment  of  IgG  binding  protein  (FCGBP)  and  carbonic 
anhydrase  are  particularly  abundant  in  both  saliva  and  the  pellicle.  They  form  cluster  1  which 
displays  a  less  pronounced  biphasic  pattern  in  the  quantitative  experiment,  suggesting  these 
proteins  may  have  a  more  stable  presence  or  interaction  with  hydroxyapatite.  Cluster  1  also 
contained carbonic anhydrase which buffers saliva and is functional in AEP, in humans it is suggested 
that it may help in the prevention of dental caries by direct surface acid neutralisation23. In cluster 2 








found within  saliva  samples21  and have been  found  in human AEP9. Oral  epithelial  cells,  the most 
likely source, are continuously desquamating to aid it removal of the oral microflora. It may be that 
they are brought  to  the  surface  through a weak protein‐protein  interaction and are  lost  from  the 
surface through temporal changes resulting in the slow decline over the observed time.  
Lastly there were two proteins which appeared to lie outside of the three main clusters: C6orf58 and 
secretoglobin  family  2A  member  2  (SCGB2A2).  C6orf58  is  a  protein  LEG1  homolog  which  has 
previously been  found  in human saliva and  in hypomineralized dental enamel and  is  known  to be 
glycosylated;  other  properties  and  functions  do  not  appear  to  be  defined.  SCGB2A2  is  also 
glycosylated and has been  investigated  for  its  role  in breast  cancer.  Limited  information  is  known 
about its role in saliva.  
This  study  was  conducted  using  an  in  vitro model  of  HA  discs.  These  discs  represent  the  tooth 
surface  however  will  not  experience  the  shear  forces  as  if  they were  present  in  the mouth  or  if 






Vroman  effect;  the  movement  of  isolated  proteins  that  are  then  potentially  followed  by  protein 
complexes  or  agglomerates.  Proteins  adhered  to  the  HA  surface  display  calcium,  phosphate  and 























Table  1.  Proteins  identified  in  extracted AEP  formed  after  1  hour  using  a  qualitative  analysis  of  5 
independent  experiments.  Duplicate  entries  with  different  accession  numbers  have  both  been 
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